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RESUME : 
La société ADISSEO produit et commercialise un cocktail enzymatique (Rovabio Excel) 
destiné à la nutrition animale, obtenu par fermentation à l’aide du champignon filamenteux 
Penicillium funiculosum. Ce cocktail contient un large éventail d’enzymes hydrolytiques permettant 
la dégradation des substrats (hemi)-cellulolytiques contenus dans les régimes alimentaires, ce qui 
permet d’améliorer la digestibilité et d’augmenter la valeur nutritionnelle des matières premières 
agricoles. Le cocktail enzymatique, enrichi en activités protéases, cellulases et amylases, est de 
nature très complexe et peu caractérisé biochimiquement. De plus, peu de données sont disponibles 
sur la souche P. funiculosum. Pour que la société augmente sa compétitivité dans ce domaine, elle a 
décidé d’initier une nouvelle thématique de recherche, visant à caractériser le cocktail enzymatique, 
et le potentiel du champignon filamenteux pour la production d’enzymes hydrolytiques d’intérêt 
industriel. 
Dans le cadre de ce projet nous avons développé une approche de génomique fonctionnelle 
malgré l’absence de séquençage du génome de P. funiculosum. Une banque d’ADN génomique du 
champignon a été construite et déposée sur membrane de nylon. L’identification en masse des gènes 
d’intérêt, a été basée sur la comparaison de deux profils transcriptomiques obtenus par croissance 
du champignon dans une condition de non production (M0) et une condition de forte production 
d’enzymes hydrolytiques (M1). Les analyses différentielles ont conduit à l’identification de 
séquences codant pour des enzymes du catabolisme, de transporteur d’hexose, ou de systèmes 
impliqués dans le repliement et la dégradation des protéines. Ces résultats confirment que la 
condition M1 est favorable pour la production d’enzymes hydrolytiques. Toutefois, pour que cette 
approche soit plus efficace, il nous faudra optimiser les conditions d’utilisation pour se débarrasser 
des nombreuses séquences d’ADNr codant pour les ARN ribosomiques. 
Un autre objectif de ce travail fut d’isoler le gène codant pour l’arabinofuranosidase B. Ces 
travaux ont conduit à l’identification de deux gènes (abfB-1 et abfB-2), par criblage de la banque 
génomique et par amplification PCR semi-dégénérée. Après clonage de leur séquence codante et 
expression hétérologue dans S. cerevisiae, les enzymes ont été caractérisées. Elles présentent une 
activité optimale à pH acide (3,4 et 2,6) et à température élevée (50 et 60°C), et des propriétés 
cinétiques très singulières et avantageuses pour une application industrielle en nutrition animale. En 
outre l’ABFB-2 possède un domaine fonctionnel de fixation à la cellulose, spécificité de structure 
jamais décrite chez les arabinofuranosidases B. Les deux gènes abfB-1 et abfB-2 et leurs applications 
potentielles en nutrition animale, ont fait l’objet de deux dossiers de propriété industrielle en cours 
d’évaluation par l’office européen des brevets. 
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Nutrition-animale, enzymes hydrolytiques, P. funiculosum, banque d’ADN génomique, analyses 
transcriptomiques, ABFB-1, ABFB-2 
 



 



Lastname : TOURRASSE                 Firstname : Olivier 
 
Title : Construction and use of genomic DNA library for the identification of Penicillium 
funiculosum genes of industrial interest by differential transcriptomic analysis. 
 
 
Year: 2005                                                                                                                            202 pages 
 
ABSTRACT : 
The ADISSEO company produces and markets an enzymatic cocktail (Rovabio Excel) for 
the animal nutrition (Feed). This cocktail is obtained by fermentation using the filamentous fungus 
Penicillium funiculosum and contains a broad variety of hydrolytic enzymes of interest, which 
allow the degradation of (hemi)-cellulolytic substrates present in animal feed dietary patterns. This 
cocktail improves the digestibility and increases the nutritional value of the agricultural raw 
materials. This enzymatic cocktail, rich in proteases, cellulases or amylases activities, is of very 
complex nature and little is known about its biochemical characteristics. Furthermore, few data are 
available for the industrial strain P. funiculosum. Consequently, to increase competitiveness in this 
field, ADISSEO decided to start up a new research theme, aiming at characterizing the enzymatic 
cocktail and the potential of this filamentous fungus for the production of hydrolytic enzymes of 
industrial interest. 
Within the framework of this project we developed a functional genomic approach in spite of 
the absence of the P. funiculosum genome sequence. A genomic DNA library was constructed and 
spotted on nylon membranes. High-throughput identification of genes of interest was realized by 
comparison of two transcriptomic patterns, which were obtained from a standard physiological 
growth condition (M0) and an industrial growth condition that induces hydrolytic enzyme 
production (M1). Differential transcriptomic analysis led to the identification of coding sequences 
for catabolic enzymes, an hexose transporter, and of systems involved in protein folding and 
degradation. These results confirm that M1 condition is appropriate for hydrolytic enzyme 
production. However, in order to improve the efficiency of this approach, experimental condition 
need to be optimised to get rid of numerous rDNA sequences that code for ribosomal RNA. 
Another aim of this study was the isolation of the gene encoding arabinofuranosidase activity. 
Using the genomic library, we successfuly identified two genes (abfB-1 and abfB-2) by heterologous 
hybridization and by degenerate PCR, respectively, which encode two isoenzymes named ABFB-1 
and ABFB-2. After cloning their CDS in a yeast expression vector, these two isoenzymes have been 
expressed in S. cerevisiae, purified and characterised. They present an optimal activity at acid pH 
(3.4 and 2.6) and at high temperature (50 and 60°C), which are very singular and advantageous 
kinetic properties for industrial applications in animal feed. ABFB-2 has moreover functional 
cellulose binding in C-terminal region. This structural specificity has never been described for 
arabinofuranosidases in filamentous fungi. The two genes abfB-1 and abfB-2 have been the subjects 
of two patents and the European Office of Patents is evaluating them.
KEYWORDS : 
Feed, hydrolytic enzymes, P. funiculosum, genomic DNA library, transcriptomic analysis, ABFB-1, 
ABFB-2
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1 Additifs destinés à l’alimentation animale 
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1.2 Penicillium funiculosum 
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2 Problématiques  
2.1 Complexité des cocktails enzymatiques 
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2.2 Production d’enzymes hétérologues limitée 
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3 Objectifs de l’étude 
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4 Production industrielle d’enzymes 
4.1 Généralités 
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4.4 Impératifs de la production industrielle 
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5 Les champignons filamenteux 
5.1 Définition 
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5.3.2.1 Respiration 
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5.3.2.2 L’azote et autres minéraux 
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5.3.2.3 L’eau 
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5.4 Séquençage des génomes – cas des mycètes 
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6 Production d’enzymes hydrolytiques par les champignons 
filamenteux 
6.1  Généralités - enzymes adaptées aux substrats 
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6.2 Les principales glycosyl-hydrolases 
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6.3.1.1 Expression des cellulases 
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6.3.1.2 Expression des hémicellulases 
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6.4 Répression des gènes codant pour les enzymes extracellulaires, 
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7 Construction d’une banque d’ADNg de P. funiculosum 
7.1 Rappel : contexte de l’étude 
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7.2 Préparation et modification de l’ADNg pour son clonage  
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7.7 Caractérisation de la banque déposée sur membranes  
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8 Construction d’une banque d’ADNc de P. funiculosum 
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9 Analyse transcriptomique différentielle 
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10 Recherche de gènes abfB codant pour une activité α-L-
arabinofuranosidase B  
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10.1 Homologie de séquences entre les abfB connues 
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                        2071                                                         2135 
       A. niger  (1948) TGTCCCCCGGCACGGGCTACCGTAACAACGAAGCCACCGGCACCGCCACCGGCGACGAACCCGAA 
     A. awamori  (1001) TGTCCCCCGGCACGGGTTACCGCAACAACGAAGCCACGGGCACCGCCACCGGCGACGAGGCCGAA 
    A. kawachii  (1405) TGTCCCCCGGCACGGGTTACCGCAACAACGAAGCCACGGGCACCGCCACCGGCGACGAGGCCGAA 
 A. oryzae_HL15   (443) TGTCACCTGGTACCGGCTATCGCAACAACGCTGCCAGCGGTACAGCTACCGGCGACGAGGCGGAG 
A. oryzae_RIB40   (744) TGTCACCTGGTACCGGCTATCGCAACAACGCTGCCAGCGGTACAGCTACCGGCGACAAGGCGGAG 
P. purpunogenum  (1432) TCTCGCCTGGCACAGGCTACAGAAACAATGCTGTCAGCGGCACAGCAACAGGTGACGCAGCAGAG 
    A. nidulans  (1449) TCTCACCGGGCACTGGGTACAGGAATAACGAGGCCATTGGGACAGCGACGGGTGATGAGCCCGAG 
   F. oxsyporum  (1850) TTTCTCCGGGTACTGGCTACCGTAACAACCATGTTAGTGGTTCTGCTACAGGTGATGAGCCCGAG 
                        2136                                                         2200 
       A. niger  (2013) GGCATGTACGCCGTCCTGGACGGCACGCACTACAACGACGCCTGCTGCTTCGACTACGGCAACGC 
     A. awamori  (1066) GGCATGTACGCCGTCCTGGACGGCACGCACTACAACGACGCCTGCTGCTTTGACTACGGCAATGC 
    A. kawachii  (1470) GGCATGTACGCCGTCCTGGACGGCACGCACTACAACGACGCCTGCTGCTTTGACTACGGCAATGC 
 A. oryzae_HL15   (508) GGCATGTACGCGGTCCTGGACGGCACCCACTACAACAGTGCCTGCTGCTTCGACTATGGCAACGC 
A. oryzae_RIB40   (809) GGCATGTACGCGGTCCTGGACGGCACCCACTACAACAGTGCCTGCTGCTTCGACTATGGCAACGC 
P. purpunogenum  (1497) GGCATGTATGCAGTCCTTGACGGCACTCATTACAACGATGCCTGCTGCTTCGATTACGGCAACGC 
    A. nidulans  (1514) GGAATGTACGCTGTTCTTGATGGGACCCATTATAACGACGGGTGCTGCTTTGACTATGGCAACGC 
   F. oxsyporum  (1915) GGTCTGTATGCTGTTCTCGACGGAACCCACTACAACGGCGCTTGCTGCTTCGATTACGGCAATGC 
                        2201                                                         2265 
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        abfB A.niger    (1) -----MFSRRNLVALGLAAT---VSAGPCDIYEAGDTPCVAAHSTTRALYSSFSGALYQLQRGSD 
      abfB A.awamori    (1) -----MFSRRNLLALGLAAT---VSAGPCDIYEAGDTPCVAAHSTTRALYSSFSGALYQLQRGSD 
     abfB A.kawachii    (1) -----MFSRRNLLALGLAAT---VSAGPCDIYEAGDTPCVAAHSTTRALYSSFSGALYQLQRGSD 
abfB  P.purpurogenum    (1) MLPRLSFDHAWVLALGLVAKGTLVFAGPCDIYSSGGTPCVAAHSTTRALYSSFTGALYQIKRGSD 
 abfB A.oryzae HL 15    (1) MSSGLSLERACAVALGIVASASLVAAGPCDIYSSGGTPCVAAHSTTRALYSAYTGALYQVKRGSD 
abfB A.oryzae RIB 40    (1) MSSGLSLERACAVALGIVASASLVAAGPCDIYSSGGTPCVAAHSTARALYSAYTGALYQVKRGSD 
     abfB A.nidulans    (1) -MTMSRSSRSSVLALALATG-SLVAAGPCDIYSSGGTPCIAAHSTTRALYSSYNGPLYQVQRASD 
    abfB F.oxysporum    (1) ------MLLQSVFALGLATTARLVSAGPCDIYKSGGTPCIAAHSTTRALFDSYNGALYQIKRASD 
                            66                                                            130 
        abfB A.niger   (58) DTTTTISPLTAGGVADASAQDTFCANTTCLITIIYDQSGNGNHLTQAPPGGFDGPDVDGYDNLAS 
      abfB A.awamori   (58) DTTTTISPLTAGGIADASAQDTFCANTTCLITIIYDQSGNGNHLTQAPPGGFDGPDTDGYDNLAS 
     abfB A.kawachii   (58) DTTTTISPLTAGGIADASAQDTFCANTTCLITIIYDQSGNGNHLTQAPPGGFDGPDTDGYDNLAS 
abfB  P.purpurogenum   (66) GATTTISPLSAGGVANAAAQDTFCANTTCLITIIYDQSGRGNHLTQAPPGGFSGPDTNGYDNLAS 
 abfB A.oryzae HL 15   (66) GSTTDIAPLSAGGVADAATQDSFCANTTCLITIIYDQSGRGNHLTQAPPGGFNGPESNGYDNLAS 
abfB A.oryzae RIB 40   (66) GSTTDIAPLSAGGVADAAIQDSFCANTTCLITIIYDQSGRGNHLTQAPPGGFNGPESNGYDNLAS 
     abfB A.nidulans   (64) GTTTTITPLSAGGVADASAQDAFCENTTCLITIIYDQSGNGNDLTQAPPGGFNGPDVGGYDNLAG 
    abfB F.oxysporum   (60) GALTDIKPLSAGGVAASSAQDTFCSGTTCLITIIYDQSGPSNHLTQAPPGGFKGPEANGYDNLAA 
                            131                                                           195 
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10.3 Isolement d’un gène abfB chez P. funiculosum par PCR semi-
dégénérée 
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ABFB-1
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Signal peptide
N-glycosylationN-glycosylation
abfb domaine
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1524 bp
ABFB-1Produit PCR (502 pb) - 69 % identité
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10.3.2.1 Un deuxième gène abfB chez P. funiculosum 
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BG64-M16: 1 » 846
BG46-G01: 102 » 1735
Produit PCR 502 pb: 433 » 940
BG35-J19: 489 » 635
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10.3.2.2 Caractérisations des séquences de l’ORF abfB-2 
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ABFB 2 P.funiculosum
400 aa
peptide signal
Low complexity region Low complexity region
Cellulose binding domain
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10.3.2.3 L’ABFB-2 de P. funiculosum présente un domaine de fixation à la 
cellulose 
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10.3.2.4 Comparaison des enzymes ABFB-1 et ABFB-2 de P. funiculosum  
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10.4 Clonage et expression des ABFB chez S. cerevisiae 
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10.5 Propriétés enzymologiques 
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10.6 Détermination des paramètres cinétiques des enzymes ABFB-1 
et ABFB-2 
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10.7 Analyse du profil d’expression des transcrits abfB-1 et abfB-2 
dans le cocktail Rovabio Excel 
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11 Methodologies de Microbiologie 
11.1 Souches 
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11.2 Milieux de culture 
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11.2.1.1 Milieu de sporulation : LYMM 
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11.2.1.2 Milieu minimum glucose : M0 
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11.2.1.3 Milieux stress : MnUri 
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11.2.1.4 Milieux d’induction des enzymes hydrolytiques  
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11.3 Conditions de croissance 
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11.3.1.2 Culture liquide 
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12 Méthodologies de biologie moléculaire 
12.1 Plasmides  
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12.2  Transformation de bactéries compétentes 
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12.3 Transformation chez la levure : méthode à l’acétate de lithium 
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12.4 Techniques de PCR 
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13 Construction et organisation de la banque ADNg de P. 
funiculosum 
13.1 Extraction de l’ADN génomique 
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13.2 Fragmentation de l’ADN génomique 
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13.3 Clonage des fragments génomiques 
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13.4 Repiquage et archivage de la banque génomique  
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13.5 Obtention des membranes : « Puces ADN » 
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13.6 Conditions d’utilisation des membranes  
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13.7 Traitements des données  
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14 Construction d’une banque d’ADNc de P. funiculosum 
14.1 Extraction des ARN totaux 
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15 Marquage des sondes ARN et ADN  
15.1 Sondes ARN 
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16 Méthodologies Analytiques 
16.1 Dosages des protéines totales 
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16.2 Analyse des protéines par gel SDS-PAGE. 
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